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Kheradpour et al. 2007; Visel et al. 2008; Lindblad­Toh et al. 2011) methods, leading to a large number
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42011). We synthesized a library of enhancer constructs using microarray oligonucleotide synthesis, 
containing the wild­type enhancer sequences and specific variants (Tables 1, S1) that remove, disrupt, or 
improve the predicted causal regulatory motif instances for five predicted activators (HNF1, HNF4, 
FOXA, GATA, NFE2L2) and two predicted repressors (GFI1, ZFP161). For each variant, we tested 145





segments can capture differences in reporter expression between erythroleukemia (K562) and liver
carcinoma (HepG2) cell lines. Second, we report >21,672 distinct enhancer reporter assay 
measurements for thousands of distinct human enhancers, producing a resource in human cell lines
nearly as big as the largest mouse enhancer resource (Visel et al. 2007). Third, while most previous 
approaches to systematic enhancer testing have been restricted to wild­type enhancers, we









Study design and enhancer selection. To multiplex enhancer validation assays, we leverage large­scale 
oligonucleotide array synthesis (LeProust et al. 2010) and high­throughput tag sequencing in a massively 
parallel reporter assay (Melnikov et al. 2012). Briefly, we constructed a pool of ~54,000 distinct plasmids 
each containing a candidate enhancer element upstream of a heterologous GC­rich promoter and a 
reporter gene that contains a unique 10bp tag (see Methods, Figure 1C). We test 145bp elements, as the
combined length of the tested enhancer, tag, and primer sequences is constrained to 200bp
oligonucleotides. We transfected the plasmid pool in vitro into human cell lines, isolated mRNAs
transcribed from the plasmids, and then sequenced the PCR­amplified tags corresponding to each 
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set of motifs a total of 7 non­redundant motifs (Figure 1A, left). When a motif was enriched in the 
enhancers for a cell line, we reasoned it may be involved in establishing enhancers and is likely an 
activator. We predicted three activators for HepG2 cells: HNF1, HNF4, and FOXA, all three known to
regulate liver development (Courtois et al. 1987; Costa et al. 2003); and two for K562 cells: the 
hematopoiesis regulator family GATA (Weiss and Orkin 1995) and NFE2L2. 
Conversely, we reasoned that motif depletion is a signature of a repressor because it suggests motif 
absence is a condition for enhancer activity: GFI1 showed motif depletion in K562 enhancers and is
indeed a known hematopoietic repressor (Hock and Orkin 2006); ZFP161, another known repressor
(Sobek­Klocke et al. 1997; Orlov et al. 2007), showed motif depletion in HepG2 enhancers.
While the sharing of motifs across factors and post­translation modifications limit the interpretability of 
expression in this context, we found that for five of these seven motifs the corresponding factor had
higher expression in the cell line where motif enrichment or depletion was noted (Figures 1A, S2; right).
The two exceptions are NFE2L2, which appears to be active in both cell lines, and ZFP161, which is the 
only factor we do not ultimately validate (see below).
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6Based on these regulatory predictions, we made specific hypotheses about the likely effect of individual
motif disruptions for both activator and repressor motifs. For each regulator, we selected 178 enhancer 
regions centered on highly conserved motif occurrences in 29 mammals (Lindblad­Toh et al. 2011), and 
178 enhancer regions centered on motif matches without regard to conservation (Table 1). In each case, 
160 of the 178 were selected in enhancer chromatin states from the cell line with higher motif 
enrichment, and 18 were selected in enhancer states from the other cell line for control purposes. For 
each of 2,104 wild­type enhancers, we tested one variant with a scrambled motif (Figure S3), and for a 
subset of 204 enhancers we also tested additional variants with diverse changes, including complete
motif removal, single­nucleotide changes that maximally reduce, minimally change, or maximally 




different tags and two biological replicates in each cell type to provide a robust estimate of its activity, 
resulting in a total of 216,720 expression measurements (Data S1). 
Activator motifs. Our results support the role of activator motifs in enhancer function. For example, a
HepG2­specific enhancer containing an HNF4 motif on chromosome 9 between ACTL7B and KLF4 (Figure





(PWM) scores. These results were significant across 160 HNF4­containing enhancers in two cell lines
(Figures 3, S4B), confirming that binding to the HNF4 motif as captured by the PWM score is required for 
enhancer activity specific to HepG2 cells. 
The motif scrambling analysis strongly confirmed the central role of all predicted causal motifs for all 
five activators for establishing enhancer activity in their respective cell line (Figure 3B). Reporter 
expression was consistently reduced to background levels when the predicted activator motifs were
scrambled. HNF1, HNF4, GATA, and NFE2L2 were individually significant, both for conserved motifs 
(each Wilcoxon p­value PW<10­10) and for motifs ignoring conservation (each PW<10­3). Summed across 
all five activators, the results were striking for both conserved (combined PW=2.9*10­54) and non­
conserved motifs (combined PW=5.1*10­17).









score>0.5, Figure S6). The strong agreement with the PWM­predicted changes is consistent with the 
accuracy of the PWM models (Benos et al. 2002) and suggests that reporter activity is correlated with
binding affinity when all else is maintained unchanged. 
We estimated the proportion of enhancers that are functional in the matched cell line using two
complementary approaches. First, we compared the fraction of sequences whose reporter expression 
decreased upon motif scrambling to what we would expect if no sequences were functional. We found 
that 71% of the 799 sequences we tested with conserved activator motifs had a reduction in reporter 
expression upon motif scrambling (Figure S7). We expect the fraction of functional enhancers that
depend on their motif instances, f,  to satisfy the equation f + (1­f)/2 = 71%, because conservatively all of 
the functional instances and half the non­functional instances should reduce in expression upon motif
scrambling. Solving this equation gives us an estimate of f=42% of sequences with conserved activator 
motifs being functional. Conversely, only 61% of sequences where motif instances were chosen ignoring
conservation had reduced expression upon motif scrambling leading to an estimate of f=23%. These 





































discriminative power (Figure 4). This is likely indicative of our strategy for selecting candidate enhancers 
based on chromatin state and regulatory motif conservation, which leads to a very narrow region of high 
conservation (Figure S11), in contrast to previous strategies that initially focused on high regional 
conservation (Pennacchio et al. 2006; Visel et al. 2008). Interestingly, amongst candidates with 
conserved sequence motifs, the highest reporter expression was associated with lower neighboring 











the best individual feature, suggesting that no one feature completely captures the likelihood of activity
(Figure S9).
Repressor motifs.We next turned to the two predicted repressors, GFI1 and ZFP161, whose motifs were
depleted in K562 and HepG2 enhancers respectively (Figure 1A), suggesting that they act as repressors
in the corresponding cell type. We designed experiments that test enhancer repression in a cell line 
where the enhancer is not usually active (Figure S9), reasoning that mutating repressor motifs would 
lead to aberrant expression by abolishing repression.
Indeed, we found that HepG2 enhancers containing conserved GFI1 motif instances showed a significant
increase in K562 reporter expression after scrambling of the GFI1 predicted repressor motif (PW=3.7*10­
2, Figure 2D­E), supporting our model that GFI1 acts as a repressor of HepG2­specific enhancers in K562
cells (Figure 3B). Also as predicted, we found no change in enhancer activity when HepG2 enhancers
with scrambled GFI1 motifs were tested in HepG2 cells (PW=0.58), as the GFI1 repressor was only 




Lastly, we confirmed that manipulation of activator motifs only led to expression changes in the
matched cell lines where the corresponding activator protein was expressed. This was true for four of 
the five activators (Figure S4B), with the notable exception of NFE2L2, suggesting it is also active in 
HepG2, which has indeed been previously reported (Gong and Cederbaum 2006). This suggests that the 




















showed a significant drop in reporter expression upon motif scrambling with MPRA also showed a 







cell type specificities.  The only exception was for NFE2L2, which showed a large and significant 
reduction in MPRA and luciferase reporter expression upon motif scrambling in both cell types, 
consistent with an activating role for NFE2L2 in both cell types, as discussed above (Figure S4B, 5B).
Lastly, we also tested two predicted enhancers elements whose expression change in the matched cell
type was not found to be significant using MPRA (HNF4 #344 and HNF1 #1929), and in both cases, we 


























significant change in expression for ZFP161, the other repressor we tested. This may have been due to
the motif may have improperly been identified as a repressor, an insufficient number of enhancers were 
tested, or that the action of additional regulators is necessary to activate enhancers from K562 in 
HepG2. The positive result with GFI1 highlights the importance of repressor motifs in confining the 
activity of enhancer elements. Moreover, we confirm that enhancer context plays a large role in








endogenous chromatin context. Together, these properties suggest that DNA sequence features 















number of enhancers, and large numbers of disruptions for individual cis­regulatory motifs. However, 
the current methodology is also well­suited to exhaustive manipulation of small numbers of elements, 




cell type (Ernst et al. 2011), future experimental advances could permit an exhaustive testing of
enhancer elements. Overall, we expect the wealth of quantitative enhancer activity measurements
provided here, across thousands of wild­type and engineered constructs, and future applications of this 
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enhancer/promoter (derived from pGL4.73, Promega) and the luc2 luciferase ORF (derived from 
pGL4.10, Promega) (Ernst et al. 2011) and then transformed into E. coli as described above. Finally, to 







































our promoter. Consistent with this, the 2,098 sequences with scrambled motifs (and thus no expected 
expression) have a mean normalized expression of ­0.0054 for HepG2 cells and ­0.06 for K562 cells 5 
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probes had 0 RNA counts and their log2 was replaced by ­7 (the smallest non­zero mean had a log2 of ­
6.82).





















































































































used 145bp sequences centered on the motifs and a strong SV40 promoter (blue), and luciferase
experiments used 500bp sequences centered on the motifs with either a strong SV40 promoter (green) 
or TATA promoter (red). Data is normalized by subtracting from each expression value the mean for 




predicted to be active. A significant and large change was seen for NFE2L2 (#66), consistent with MPRA
results. In addition, we observe significant, albeit smaller, luciferase changes for HNF1 (#129), ZFP161
(#1476), HNF1 (#1929), and GFI1 (#2302). Luciferase SV40 values for HNF1 (#1929) in K562 are absent 
due to a sample tracking error (see Table S5).
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1.0 0.4 0.4 0.4 0.4 0.1 0.4 0.8 0.5
0.4 1.0 0.4 0.3 0.3 0.2 0.3 1.0 0.5
0.4 0.4 1.0 0.3 0.5 0.1 0.4 2.2 2.1
0.4 0.3 0.3 1.0 0.3 0.1 0.5 0.1 0.3
0.4 0.3 0.5 0.3 1.0 0.2 0.4 0.3 0.7
0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 1.0 0.1 0.0 0.0




















































































































Ac�ve in K562 cellsAc�ve in HepG2 cells
Selected mo�f instance 





Synthesize in Agilent array; construct plasmid pool (x2 replicates)
Add 10 bp tag for each of 5,418
candidate enhancer sequence (x10)







Random 1‐bp change (x2)
sequence
to test tag

























































































































HepG2 expression K562 expression‐5 ‐55 5
HepG2 expression K562 expression‐5 ‐55 5
-TGAAGTCAAATCACAtTTTACCTC-
-CtAtCCagttTCAaTaTCACTGAA-














Enhancers HepG2 HepG2 K562 K562 K562 HepG2HepG2
Expression HepG2 HepG2 K562 K562 HepG2 K562HepG2
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Figure 4
A







































































































Feature combina�on 5 x 10‐160.74
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Figure 6
Activator motif disruption model
Repressor motif disruption model
In matched cell type, activator TF is
expressed and binds activator motif
Disruption of activator motif leads to
loss of binding and loss of expression
In absence of activator protein,
enhancer remains inactive
Motif disruption leads to no change










GFI1 repressor motif scrambledCentered on GFI1 (K562 repressor)
In absence of repressor protein,
expression occurs at basal levels
Repressor motif disruption leads to
no change as repressor is not present
Repressor protein binds repressor
motif and reduces expression






















































Cis: Wildtype HepG2 enhancer Mutated HepG2 enhancer
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